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摘要 : 用 电 生 理学 方法 研究 了 炎 多 威 对 美洲 大 蟒 Periplaneta americana 腹 六 神经 节 (A6 节 ) 突 触 
传递 的 影响 。 用 灭 多 威 溶 液 浸泡 A6 节 ， 电 刺激 尾 须 神经 粗 支 ， 用 甘露 醇 间 隙 法 记录 兴奋 性 突 触 
EEM (EPSP) 和 突 触 后 动作 电位 。 给 予 弱 刺激 只 记录 到 EPSP 时 ， 灭 多 威 作用 初期 EPSP 幅度 
增加 、 时 程 延 长 ， 能 诱发 突 触 后 动作 电位 ， 随 后 EPSP 逐渐 减 小 至 消失 ， 冲 洗 可 恢复 ， 突 触 前 反 
应 保持 不 变 。 增 加 电 刺 激 强度 记录 到 突 触 后 动作 电位 时 ， 灭 多 威 可 阻 断 A6 节 的 突 触 传递 ， 阻 断 
时 间 是 浓度 依赖 性 的 ， 阻 断 是 可 逆 的 ， 但 冲洗 30 min 仍 保 留 一 定 的 后 作用 。 对 美洲 大 蝶 雄 性 成 虫 
腹腔 注射 灭 多 威 测定 致死 中 量 (LD) 为 (3.56-0.01) yg/g 体重 。 根据 灭 多 威 的 作用 机 理 对 其 
阻 断 A6 节 突 触 传递 的 特点 以 及 对 虫 体 的 毒 杀 机 制 进行 了 讨论 。 


关键 词 : 灭 多 威 ; 美洲 大 蚁 ; 突 触 传递 
中 图 分 类 号 : Q965.9 文献 标识 码 : A 


50 年 代 初 发 现 氨基 甲酸 酯 具有 杀 虫 活性 ， 引 起 人 们 广泛 注意 ， 迄 今 合成 的 氨基 甲酸 酯 类 
杀 虫 剂 已 有 百 余 种 。 灭 多 威 是 目前 广泛 使 用 的 一 种 高 毒性 氨基 甲酸 酯 类 杀 虫 剂 ， 分 子 量 
162.2 D， 杀 虫 谱 广 ， 有 具有 内 吸 、 触 杀 和 骨 毒 作用 ， 对 多 种 害虫 的 卵 、 幼 虫 及 成 虫 均 有 毒 杀 作 
用 忆 。 缺 点 是 具有 较 高 的 急性 哺乳 动物 毒性 ， 大 鼠 急性 口服 LDs 为 17 mg/kg —24 mg/kg. 
使 用 受到 限制 。 目 前 以 灭 多 威 为 母体 进行 修饰 改造 ， 以 期 得 到 高 效 (对 害虫 ) 低 毒 (对 哺乳 
动物 ) 的 化 合 物 1。 氨基 甲酸 酯 类 杀 虫 剂 的 主要 作用 机 理 是 可 道 地 抑制 乙 栈 胆 碱 酯 酶 
(AChE)。 在 昆虫 神经 系统 中 AChE 及 时 水 解 神经 递 质 乙酰 胆 碱 (ACh), E ACh 的 过 量 积 
累 破 坏 正 常 的 突 触 传递 。 目 前 测定 氨基 甲酸 酯 类 杀 虫 剂 活 性 的 方法 ， 主 要 是 从 昆虫 体内 提取 
AChE 作为 酶 源 ， 测 定 杀 虫 剂 的 酶 活 抑制 率 。 还 可 以 用 电 生 理学 方法 来 考察 杀 虫 剂 的 作用 过 
程 和 杀 虫 活性 。 

美洲 大 暴 尾 须 上 细毛 形 感 器 的 轴 突 形成 必须 神经 粗 支 ， 在 A6 节 中 与 巨 中 间 神 经 元 形成 
突 触 连接 ， 递 质 为 ACh。 它 是 研究 昆虫 神经 生理 学 和 毒 理学 较 好 的 材料 。 巨 中 间 神 经 元 的 轴 
突 在 腹 神 经 索 中 形成 巨 轴 突 。 为 了 研究 尾 须 神 经 - 巨 轴 突 系统 的 突 触 传 递 ， 已 建立 了 多 种 实验 
方法 ， 并 从 神经 生理 学 、 药 理学 和 毒 理 学 等 方面 进行 了 许多 研究 工作 93. 。 这 一 系统 是 昆虫 中 酌 
神经 系统 胆 碱 能 突 触 的 代表 性 标本 。 本 文 试图 考察 灭 多 威 阻 断 该 突 触 传递 过 程 的 一 些 特点 。 


x ”通讯 作者 
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1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

供 试 昆虫 : 用 本 实验 室 饲 养 的 美洲 大 蝶 雄 性 成 虫 。 

供 试 药剂 : 生理 溶液 按 Callec 等 (和 配 方 (mmol/L): NaCl 208.6，KC1 3.1，CaCL 5.4, 
NaH;PO, 0.2，NazHPO4 1.8，pH 7.2。 甘 露 醇 溶 液 87 g/L， 所 用 化 学 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 
KERGE mA, HRS% 以 上 上， 用 生理 液 配 成 1.0 mmol/L 母液 于 4 和 保存 ， 实 验 前 用 生 
理 溶液 稀释 至 所 需 少 度 。 

1.2 实验 方法 

1.2.1 电 生 理学 方法 : 用 甘露 醇 间 际 法 (mannitol gap) 记录 A6 节 突 触 传递 和 全 连 索 法 
(whole-connective) 记录 巨 轴 突 的 电 活 动 中 5。 虫 体 腹面 向 上 分 离 出 腹 神 经 索 ， 连 同 两 侧 尾 须 
神经 粗 支 及 尾 须 ， 转 移 至 标本 槽 中 40 min 后 开始 实验 。 由 SEN-3201 型 刺激 器 和 隔离 器 (日 
本 光电 ) 恒 压 输出 频率 1Hz、 波 宽 0.1 ms 的 方 波 ， 强 度 根据 实验 需要 而 定 。 由 Ag-AgCl 电极 
引导 电 活 动 ， 经 BMA-2 型 微 电 极 放大 器 (南开 大 学 ) 放大 10 倍 ， 频 响 DC-10kHz， 直 接 输 入 
MERER; 该 信号 再 经 FZG-1A 型 直流 放大 器 (南京 六 合 ) 放大 100 售后 输入 NSA-III 型 
生理 信号 处 理 系统 (南京 隆 海 科技 实业 公司 )， 和 采 祥 频率 40 kHz， 滤 波 10 kHz， 数 据 储存 在 
计算 机 中 作 进 一 步 处 理 。 所 有 数据 用 均值 奎 标准 差 表 示 ， 用 最 小 二 乘法 回归 绘 出 回归 方程 和 
相关 系数 R. XEHEZ (2152) TËT. 

1.3.2. 毒 力 测定 : 以 30 只 为 一 组 共 6 2H, SEH SERERE TEE I 20 ylL/g 体重 ， 其 中 一 组 
注射 生理 溶液 为 对 照 ; 其 余 各 组 注射 灭 多 威 溶 液 。 注 射 后 将 每 组 蔓 虹 置 于 适当 容器 中 正常 饲 
养 ， 统 计 72 h 内 死亡 虫 数 ， 采 用 校正 机 率 值 法 求 出 LDso 值 "$1。 


2 结果 


2.1 甘露 醇 间 隙 法 和 全 连 索 记录 法 

把 A6 节 浸 泡 在 生理 溶液 中 ， 以 Hz 的 频率 刺激 尾 须 神经 ， 逐 渐 增 加 强度 ， 可 观察 到 突 
触 前 反应 和 EPSP (图 1: A-a); 进一步 增加 刺激 强度 ，EPSP 幅度 增 大 并 出 现 亚 加 在 EPSP 
上 的 突 触 后 动作 电位 (图 1: A-b); 继续 加 大 刺激 强度 到 最 大 刺激 强度 ， 兴 奋 所 有 突 触 后 纤 
维 ， 动 作 电 位 幅度 达到 最 大 (图 1: A-c)。 通 常 使 用 约 为 最 大 强度 130% 的 超 强 刺激 。 用 生理 
溶液 浸泡 A5 一 A6 EHER, EHK Ao 节 可 记录 到 巨 轴 突 的 动作 电位 (1: B). 
2.0 灭 多 威 对 EPSP 的 影响 

给 尾 须 神经 施加 刚好 不 出 现 突 触 后 动作 电位 的 刺激 强度 ， 实 验 过 程 中 保持 不 变 。 用 生理 
溶液 浸泡 括 开 结缔 组 织 鞘 膜 A6 节 作 对 照 实 验 ， 连 续 刺激 60 min, EPSP 幅度 没有 可 察觉 的 变 
化 (n=6)。 加 药 组 先 用 生理 溶液 浸泡 撕 膜 的 Ae 节 ， 待 EPSP 稳定 后 ， 换 用 100 ymol/L KE 
AWM, EP EPSP 幅度 增加 ， 时 程 延长 ， 并 出 现 幅度 较 小 的 动作 电位 ; 随后 动作 电位 幅度 
增加 并 出 现 连 续 发 放 ， 部 分 标本 出 现 排放 ; 发 放 过 后 EPSP 消失 ， 但 突 触 前 反应 无 明显 变化 
(图 2: a 一 下。 从 加 入 灭 多 威 溶液 到 EPSP 消失 的 时 间 为 (4.15 0.4) min (n 2 7), EPSP 消 
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失 后 冲洗 AG 节 30 min， 可 以 看 到 灭 多 
威 的 作用 是 可 逆 的 ; 此 时 间 样 的 刺激 强 Â a 
度 诱发 出 较 强 的 突 触 后 反应 (图 2，g)。 m durs CC CC 


2.3 灭 多 威 对 莫 AG 节 突 触 传 递 的 影 M — 
响 


以 超 强 强度 刺激 尾 须 神经 ， 用 生理 
溶液 浸泡 撕 膜 的 A6 节 作 对 照 实验 ， 连 
续 记 录 90 min， 突 触 后 动作 电位 幅度 基 E 
本 保持 不 变 (n7). WAAN Hj ^E 


理 溶液 浸泡 撕 膜 的 A6 节 ， 待 动作 电位 pg Imv| 
保持 稳定 后 ， 换 用 灭 多 威 溶液 浸泡 。 图 5ms 
3 是 用 100 umol/L 灭 多 威 浸泡 A6 节 所 


得 结果 。 初 期 EPSP 幅度 稍 有 增加 ， 时 

程 也 延长 ， 动 作 电 位 幅度 有 所 增加 。 随 图 1 A. 用 甘露 醇 间 际 法 记录 兴奋 性 突 触 后 电位 

后 动作 电位 幅度 逐渐 减 小 ， 部 分 标本 出 mn 

现 连续 发 放 ， 最 后 出 现 排放 ， 紧 接着 动 | u T | 
Fig.1 A. EPSP and post-synaptic action potential 

作 电 位 消失 ; 如 灭 多 威 继续 作用 ， 则 


recorded with mannitol gap method; 


EPSP (LXÉTWINCRE €SGHA, (ER AER B. Action potential of the giant fibers recorded 
ARKIT 在 u AER 昌 变 化 o 动 作 d, ^L with whole-connective method 


消失 后 ， 立 即 用 生理 溶液 冲洗 30 min, a 对 尾 须 神经 XI 弱 刺 激 ， 只 记录 到 微弱 的 突 触 前 反应 和 EPSP 
动 作 FH, 位 可 恢 复 至 | 加 药 前 的 6096 一 (weak stimulation of the cercal nerves XI, only a small presynaptic 
11096 response and EPSP were recorded); b. 增加 刺激 强度 可 记录 到 


从 加 在 EPSP 上 的 突 触 后 动作 电位 (with increasing stimulation, 
从 施加 灭 多 威 到 动作 电位 消失 为 突 触 post-synaptic action potential superimposed on EPSP); C. 用 超 强 
传递 阻 断 时 间 。 浓 度 为 330、100、33 和 刺激 记录 到 最 大 的 突 触 后 反应 (the maximal post-synaptic 
10 (jmol/L) 灭 多 威 溶液 的 突 触 传 递 阻 response could be recorded with supra-stimulation) 
断 时 间 分 别 为 (min): 1.80.3, 2.9 
0.3. 5.9-0.8 8111.5 £0.8, EFRO 7, VAER BERT IRICT,, min ) 对 灭 多 威 浓度 (pmol L) 
的 对 数值 CC; ) 作 剂量 -反应 曲线 (图 4:a )， 两 者 成 短 函 数 关系 : Ti =12.2x C; ^", R= 
0.99, 3.3 umol/L 灭 多 威 溶液 作用 于 A6 节 ， 初 期 EPSP 时 程 有 明显 延长 ， 至 60 min 时 动作 
申 位 下 降 至 加 药 前 的 50% 一 70% ， 未 能 阻 断 突 触 传递 (n—5). 

如 果 把 完整 的 A6 节 浸 泡 在 灭 多 威 溶液 中 ， 在 同样 的 实验 条 件 下 ， 浓 度 为 330、100 和 33 
(umol/L) 的 灭 多 威 溶液 的 阻 断 时 间 分 别 为 (min): 2.6 土 0.3、4.3 土 0.4 和 14.1 1.5, P 
本 数 均 为 $S。 阻 断 时 间 (T) 与 灭 多 威 浓 度 的 对 数 (C) 成 双 曲 线 函 数 关 系 (图 4: b): T 
=1/ (0.81X C,- 0.40), R 20.99, 10 pmol/L 灭 多 威 作 用 60 min， 动 作 电 位 幅度 有 所 下 
降 ， 但 未 能 阻 断 突 触 传递 (n—5). 

2.4 灭 多 威 对 巨 轴 突 的 影响 

为 了 考察 灭 多 威 是 否 直接 作用 于 巨 轴 突 ， 我 们 以 100 pymol/L 灭 多 威 溶液 浸泡 撕 去 结缔 组 

Zi AS— AG 节 间 连 索 ， 用 全 连 索 记 录 法 观察 灭 多 威 对 巨 轴 突 的 影响 。 以 1 Hz 的 超 强 刺激 


4mV b. 


LANA 
H= 


图 2 100 pmol/L KE iX] EPSP 的 影响 
Fig. 2 Effect of 100 mol/L methomyl on EPSP 
a. 对 照 (control); b~f. 分 别 为 灭 多 威 作用 1, 2, 3, 

3.5 和 4 min 时 的 反应 (at 1, 2, 3, 3.5 and 
4 min after application of methomyl 
respectively); g. 生理 液 冲洗 30 min 
后 的 反应 (after 30 min washing 
with saline) 


90 min， 巨 轴 突 的 动作 电位 无 可 察觉 的 变化 〈 
2.5 灭 多 威 对 翡 虹 雄 性 成 虫 LDso 的 测定 
对 照 组 腹腔 注射 生理 溶液 后 


43 卷 











图 3 100 umol/L 灭 多 威 对 去 膜 蒜 
的 A6 节 突 触 传递 的 影响 
Fig. 3 Effect of 100 ymol/L methomyl on the syn- 
aptic transmission of partially desheathed A6 
a. 对 照 (control); b~d. 分 别 为 灭 多 威 作用 1.5, 
2.5 和 3 min 时 的 反应 (at 1.5, 2.5 and 3 min 
after application of methomyl); e. 生理 液 
冲洗 30 min 后 的 反应 (after 30 min 


washing with saline) 


结果 未 显示 )。 


72 h 内 无 明显 异常 反应 。 给 药 各 组 在 注射 灭 多 威 5 min 内 出 


现 躁 动 现象 ， 急 速 奔 跑 ， 接 着 头 部 后 仰 ， 行 走 不 协调 甚至 瘫痪 ; 3—5 h EARI E PEE 


16 






^ intact A6 
e Partially 
desheathed A6 


阻 断 时 间 (min) 
Blocking time (min) 


1000 


RERE (hmotl/L) 


Methonyl concentration (uimol/L) 


图 4 灭 多 威 对 突 触 传 递 阻 断 作 用 的 剂量 -反应 曲线 
Fig. 4 Dose-response curve of the blocking action in 


synaptic transmission by methomyl 


状 减 轻 ， 能 站 立行 走 ， 但 动作 迟缓 ， 反 应 
RE, TK E BU EB BIEC, WA Jaw 
SK 72 h 内 部 分 死亡 。 实 验 结果 见 表 1。 
对 表 中 机 率 值 (了 ) 和 剂量 值 (X) 进行 直 
线 拟 合 : Y-8.56X +0.28, R—0.98, H 
此 计算 得 到 LD;o = (3.56 £0.01) pg/g 体 
重 。 


3 讨论 


本 实验 观察 到 的 灭 多 威 对 美洲 大 虹 A6 
节 突 触 传递 的 阻 断 过程 与 灭 多 威 的 作用 机 
制 一 一 抑制 AChE 的 活性 是 一 致 的 。 在 正 
常 的 突 触 传递 过 程 中 ， 突 触 前 膜 释放 递 质 
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de 1 KIRLE 52 8538 7) 2E. 


Table 1 Toxicity of methomyl on male adult cockroach 


MR QNO BWA RARO 0 死记 率 OX) MER X 《计量 对 数 ) PRY 
bo sho No. of animals tested No. of death Mortality Log dose Probit 


5.3 30 21 90.0 0.724 6.25 
4.5 30 26 86.7 0.653 6.08 
3.9 30 19 63.3 0.591 5.34 
3.2 30 9 30.0 0.505 4.47 
2.1 30 5 16.7 0.431 4.03 
Xj 88 Control 30 0 0 < 一 


* 机 率 值 的 计算 请 参阅 文献 [6] 


ACh, ACh 与 突 触 后 膜 上 的 受 体 结合 ， 打 开 受 体 通 道 产生 兴奋 性 突 触 后 电流 ， 使 突 触 后 细胞 
去 极 化 导致 兴奋 ; ACh 立即 被 AChE 水 解 ， 以 保证 正常 的 突 触 传递 。 实 验 中 刺激 尾 须 神经 的 
强度 较 弱 只 记录 到 EPSP 时 ， 灭 多 威 作用 初期 AChE 的 活性 刚 受 到 抑制 ， 对 突 触 前 膜 释 放 的 
ACh 水 解 减 慢 ， 递 质 作 用 增强 ， 从 而 使 EPSP 幅度 增 大 时 程 延 长 ， 使 原先 不 能 诱发 突 触 后 动 
作 电 位 的 刺激 强度 此 时 也 可 诱发 出 动作 电位 ; 随 着 ACh 在 突 触 间 隙 逐渐 积累 ， 动 作 电 位 的 幅 
度 进一步 增加 ， 此 时 对 尾 须 神经 的 弱 刺 激 产 生 了 与 超 强 刺激 同样 的 效应 ， 出 现 连 续 发 放 其 至 
排放 的 现象 ; 但 ACh 的 过 度 积 累 使 突 触 后 膜 持 续 去 极 化 ， 最 终 导 致 突 触 后 细胞 的 抑制 ， 从 而 
阻 断 突 触 传递 。EPSP 消失 后 ， 突 触 前 反应 仍然 存在 且 无 明显 变化 ; 灭 多 威 直接 作用 巨 轴 突 
时 ， 其 电 活 动 也 无 明显 变化 ， 表 明 灭 多 威 对 突 触 前 尾 须 神经 和 突 触 后 巨 轴 突 都 没有 作用 ， 只 
作用 于 胆 碱 能 突 触 。EPSP 消失 后 用 生理 溶液 冲洗 30 min 突 触 传递 可 以 恢复 ， 从 图 2 可 以 看 
到 原先 对 尾 须 神经 较 弱 的 不 能 诱发 突 触 后 动作 电位 的 电 刺 激 ， 此 时 能 诱发 出 突 触 后 动作 电位 。 
这 说 明 灭 多 威 的 作用 不 仅 是 可 逆 的 ， 而 且 还 有 一 个 较 长 时 间 的 后 效应 。 尽 管 这 种 后 效应 是 否 
仍然 是 灭 多 威 对 AChE 的 作用 还 有 待 进一步 的 研究 ， 但 较 长 的 后 效应 对 昆虫 的 毒 杀 作用 可 能 
有 重要 意义 。 

从 图 4 的 剂量 -反应 曲线 中 可 以 看 出 ， 在 A6 PARADAN TF, WEF 33 ymol/L 时 ， 
曲线 很 快 上 升 。 在 10 mol/L 时 尚 能 在 11 min 左右 阻 断 突 触 传递 ， 而 3.3 pmoML 作用 60 
min 未 能 阻 断 突 触 传递 。 表 明 在 一 定 浓度 范围 内 ， 灭 多 威 阻 断 A6 节 突 触 传递 的 功效 最 大 。 灭 
多 威 是 小 分 子 化 合 物 ， 较 容易 通过 结缔 组 织 鞘 膜 形成 的 屏障 ， 但 功效 有 所 降低 。 贺 峰 杰 等 
从 美洲 大 景 中 枢 神 经 组 织 中 提取 AChE， 用 生化 方法 测定 了 灭 多 威 抗 AChE 的 活性 : 6.25 ug/ 
mL ( 约 40 pmol/L) 灭 多 威 的 酶 活 抑制 率 达 到 83.3%， 抑 制 中 率 的 浓度 为 7.4 umol/L, ix 5 
本 实验 中 阻 断 A6 节 突 触 传递 的 浓度 大 致 相当 。 | 

AChE 作为 灭 多 威 等 氨基 甲酸 酯 类 杀 虫 剂 的 靶 标 已 得 到 公认 ， 但 AChE 的 抑制 怎样 导致 
昆虫 的 最 终 死 亡 仍 不 清楚 。 本 实验 中 观察 到 腹腔 注射 灭 多 威 的 辈 景 ， 在 注射 后 短 时 间 内 出 现 
TRAM, JARA, MERR, HEERUP KE AMFA AChE 的 活性 ， 导 致 先 兴 
备 后 抑制 是 一 致 的 。 瘫 痪 的 昆虫 在 3 一 5 h 内 大 多 有 不 同 程度 的 恢复 ， 与 灭 多 威 作 用 的 可 逆 性 
也 是 一 致 的 。 这 些 蔓 赚 多 数 在 随后 的 1~2 天 内 有 死亡， 进一步 提示 灭 多 威 的 作用 具有 较 长 的 后 
效应 。 灭 多 威 对 昆虫 中 枢 神 经 系统 AChE 的 抑制 作用 可 能 改变 了 昆虫 的 生理 生化 过 程 ， 导 致 
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昆虫 最 终 死亡 。 用 电 生 理学 方法 研究 杀 虫 剂 对 靶 标 的 影响 可 以 观察 到 杀 虫 剂 作用 的 动态 过 程 ， 
结合 生化 分 析 和 毒 力 测 定 ， 能 对 杀 虫 剂 的 作用 机 理 提供 更 多 的 信息 。 


和 致谢， 灭 多 威 纯 品 由 南开 大 学 元 素 有 机 化 学 研究 所 尚 稚 珍 教授 和 中 国 农业 科学 院 蔬 菜花 亨 研 
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The effects of methomyl on the synaptic transmission of the 6th 
abdominal ganglion of cockroach 


YANG Dong-mei, ZHANG Shi-fang, ZHOU Pei-ai 
(College of Life Sciences, Peking University, Beijing 100871) 


Abstract: The effects of methomyl on the synaptic transmission of the 6th abdominal ganglion of cockroach 
( Periplaneta americana) were studied. The ganglions were partially desheathed and immersed in various 
concentrations of methomyl solution. By stimulation of the bilateral cercal nerves XI at a rate of 1Hz/sec, 
evoked excitatory post-synaptic potential ( EPSP) and post-synaptic action potential were recorded with 
mannitol gap method. With weak stimulation only EPSP could be recorded, and under the action of 100 
umol/L methomyl, an increase in the amplitude and duration of the EPSP was first observed, and then 
post-synaptic action potential could be evoked; however, afterwards the amplitude of EPSP reduced pro- 
gressively until finally disappeared, but the pre-synaptic response remained unchanged. The EPSP could be 
restored by washing cockroach with saline. With strong stimulation, the post-synaptic action potentials, 
superimposed on EPSP, could be recorded. Under the action of methomyl solutions, the synaptic transmis- 
sion was blocked. The blocking action of methomyl was reversible by washing, however, it still remained 
some post-effect after 30 min washout. The LDso for methomyl to adult male cockroach was (3.56 € 
0.01) pg per gram body weight determined by abdominal injection. Based on the action of methomyl on 
AChE, the basic characteristics of the blocking process and its killing effect to the insect were discussed. 
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